UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN
NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDIQAS Y
BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ”

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

EVALUACION MOLECULAR DE DIVERSOS RECEPTORES Y ENZIMAS
PLACENTARIOS EN LA PREECLAMPSIA

Tesis que presenta la
Méd. Cir. y P. Obdulia Ruiz Gonzalez

para obtener el grado de
Maestria en Ciencias de la Salud
Area terminal:
Ciencias Fisiologicas
Directores de la tesis:
M.C. Victor Manuel Farias Rodriguez

Facultad de C. M. y B.: “Dr. Ignacio Chavez”

D.C. Daniel Godinez Hernandez
1..Q.B.

Morelia, Michoacan. Julio de 2009.



Durante la realizacion del presente trabajo se
contd con el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia con ndmero de registro 23077 y de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo.



Tesis realizada bajo la direccion de:
M. C. Victor Manuel Farias Rodriguez

D. C. Daniel Godinez Hernandez



AGRADECIMIENTOS:

Imperecederos a mis directores de tesis, M. en C. y M. en E. M. Victor
Manuel Farias Rodriguez y D. en C. Daniel Godinez Hernandez, por su
inmensurable contribucidn en mi preparacién; asimismo, por proporcionarme
todas las facilidades para la realizacion del presente proyecto.

A mis sinodales, D. en C. Martha Eva Viveros Sandoval, M. en C. Juan
Carlos Cortés Garcia y D. en C. Alain Raymundo Rodriguez Orozco, por los
valiosos comentarios que pulieron, de manera importante, el presente trabajo.

A todo el personal del Hospital General “Dr. Miguel Silva,
especialmente al Dr. Alfonso Martinez Garcia, jefe del Servicio de
Ginecologia y Obstetricia en ese entonces, y actual subdirector, por abrirnos
generosamente las puertas del mismo, proporcionandonos todas las
facilidades.

A la M. en F.B. Leticia Pérez Ordaz, a las pasantes de licenciatura en
QFB: Denisse Mejia Garcia y Alejandra Guzman Valdés, por su colaboracién
en el trabajo experimental.

Al M. en C. Héctor Urquiza Marin, en ese momento director del 11QB,
por todas las facilidades brindadas.

Al personal Académico, Administrativo y del area de la salud del
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, de la Facultad de Medicina
de nuestra Universidad y del Hospital General “Dr. Miguel Silva” que,
directa o indirectamente, contribuyeron en el desarrollo de este proyecto.



DEDICATORIA

Para mi abuela, Maria de Jesus (Tita, para sus bisnietos), por el legado
de bondad y buena educacién, fortaleza y sabiduria de la vida que nos
heredo.

Para mi abuelo Pedro, por haber sido ejemplo de entereza, decisién e
integridad.

Para mis padres (Adolfo y Amalia), magnanimas raices y pilares
cotidianos, por la fe, ternura, amor incondicional y ejemplo de vida siempre
presentes.

Para mis hermanos (Viola Irma, Pedro, Raquel, Abel Adolfo, Eduardo
German, Ana Maria y José Luis), compafieros generosos, por el apoyo
absoluto que me han brindado.

Para mis hijos (Alan Omar, Juventino, Olivia Esmeralda y Violeta
Estefania), motivacién de mi existencia, por ser excelentes seres humanos y
esforzarse por ser mejores.

Para todos ellos, con inmenso amor,
Olivia.



INDICE GENERAL

INCICE GENEIAL ... ..ot it i
Indice de figuras............cooooiii \Y
Indice detablas..........cooiii i, %
Lista de abreviaturas...........cooeiiiii i Vi
RESUMEN. ... Vil
ADStract. ... ..o Viii
|. ANTECEDENTES. ..ci i iiiiee e rriis s srrs e s e rnnn s rennn e e e eens 1
1. EMBARAZO NORMAL ..cuttitieieiererereresasasasasararasasasasasasasasnsnsssasnnsnsnsnnnsnnns 1
1.1. Adaptaciones fisioldgicas en el embarazo normal......c.ccceevviiiiiiieninnenennn. 1
1.1.1. Alteraciones cardiacas y hemodinamicas.......cccvveveeveriercevnnnnnnnn. 1
1.1.2. CambioS rENAIES ...ciiiiiiriririari e rr s sr s s s s rnn s s nannes 2
1.1.3. CambioS €NAOCIINOS ccuiueiririrararrnrararrnrrarrn s raranrararansarnsnnsnsanns 3
1.2, La placenta......ccoooiiiiiiiiiercr s 4
2. TRASTORNOS HIPERTENSIVOS DEL EMBARAZO....iciiiivereiierraereeeaeee, 7
2.1. Definicion de preclampsSia. . oo s s e s s e 8
2.2. Clasificacion de la hipertension en el embarazo......c.ccecvevveviiievieiienannnns 8
2.2.1. Preeclampsia-eClampsSia....ocvvrmimrrieie e i e e e 9
2.3. Diagndstico de PreClampPSiA. . e re e reeraraeraerasrasanaranrassnsanranranansnnss 1
P28 = oY [o 1= 0 0o ] (o Yo | - TR 13
2.5. SINArome de HELLP ... o s s e s e r e e 14
2.6. PreeclampsSia graVe. o s isirrsrs s s s s s s s 16
3. LAPLACENTA EN LA PREECLAMPSIA. .. iiciieiierviee i snnssnn e snmnenas 16
4. MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN LA PREECLAMPSIA.....ccovureiinnenn. 18
5. MEDIADORES VASOACTIVOS EN LA PREECLAMPSIA....ccciiieieeerenennnns 19
5.1. El sistema renina angiotensina-aldoSteroNa......cocvveververierirnarnnrensannannns 19
5.2. El sistema NervioS0O SiMPALICO..curiraeirierarieriranrsinranraernsanransarrrnrannnns 20
5.3. Metabolitos del &cido araquUidONICO...u.vuiirreiriiirriri e e ranans 22
5.4. La via del 6xido nitrico (NO) en la preclampsia...........cceveviiinivirinnennnns 24
11, JUSTIFICACION . ceuteeuieneaieseeasenseensesasensssnssnssnsnssnsenensenses 26
LTI L]0 1= 1 T 27
V. OBJETIVO GENERAL..ue e iiiisiisisee e s rrnnnnnnnnnmnnes 27
V. OBJETIVOS ESPECIFICOS....ciittteueiierrniesserensnssseesnnesseeeens 27



VI. MATERIAL Y METODOS. .. ctuuteieueeerueeeeueeeenreesenneeesnnsennnseens 28

1. Material DiolOgIiCO. it raei e e s s s ra e srasan s e s s s sanranrnnannns 28
2. GrupOS eXPeriMeENtAlES .. iieiieirireeiarieraeraraaran s sraseanranrasssanraneasansnnss 28
3. Criterios de inclusion, de exclusion y de no inclusion.......ccvceeeviieiennnnens 28
A) Criterios de INCIUSION ...vei s e e r e nas 28
B) Criterios de eXClUSION ...uiiiiiiie i riraei i rassss e s sssa s e e s snnnnns 29
C) Criterios de NO INCIUSION..cuiiiiieiieererreee v rerr s s e s e e rneanns 29
4. Transporte, diseccion vascular, conservacion y eliminacion de las
0] E= (o] 1 = PP 29
5. Preparacion del te]id0. . iiiieiiii i e v e e 30
6. Andlisis de los receptores AT1y AT,; B,y Boy de las
enzimas NOS3, COX-1y COX-2 por Western Blot......ocvuvviiiniinininncenannns 31
7. Manejo de 10S reSUltadOS e e ea 33
S AN g =TS SR =TS €= Lo 1S Ao o PPN 33
VI, RESULTADOS. ..o iiiiecrriis s renn s esnn e s rannnnnannnnnes 35
1. PARAMETROS CLINICOS . cttttuuuuuuuuaaaeaeeeeaeeeeeeeeceeeennnnnnsnaaaaaeeeeaaeeeeees 35
1.1. Registro de latension arterial......cccveveviciiiiiiiierererer e 35
1.2. Proteinuriay €demMa..ccuccie e ieiiei i reer s s s ss s s e e s s nnenes 35
1.3. Semanas de geStacCiOn ....uvvrrreirrerrrr s s s s s s e 36
1.4. Peso y tallade [0S recién NacidOS...cccveeiririiiiiiaeirereereneieenaens 37
2. DETERMINACIONES MOLECULARES. ...iuiiioieirrararraraeaenensenenenenenennnes 39
2.1. Niveles de las enzimas NOS3, COX-1y COX-2 en vasos
o = T =T ) = U 01 39

2.2. Niveles de los receptores a la angiotensina ll (AT1y AT))
y ala bradicinina (B1 y B2) en vasos placentarioS.....ccvevveriiiiiriniinnnnannnns 42

2.2.1. Niveles proteicos de los receptores a la

angiotenSiNa Il (AT 1 ¥ AT ) ueuiiiirieeierierae e raasranranrr s s rnasanneanrannnns 42

2.2.2. Niveles proteicos de los receptores a la

BradiCinina (B1 Y Bo)ueeererraererririirinirrasnesasasnesasasnesasasnnsasassnsasnss 44
VIII. DISCUSION uiuieniurnrenensenesnerrenseenssenssnssenssasasenssnsassnsnnenn. 46
IX. CONCLUSIONES........oo i s s e e 53
X. PERSPECTIVAS. ...t s s e s s r e 54
XI. REFERENCIAS. ... s s sn s s s s n e 55

\4



XL ANEXOS. it i dc i rs s rn s rr s 59
1. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion parala Salud........coviiiiiiiiii e 60
A = To= Yo L= I =Yo] A Lo [T T 63
3. Ficha CliNiCa.. ..o s s s s s e e 64
4. Preparacion de soluciones para Western Blot....c.cvoviiiiiiiiiiiiiiiiiiceieenes 65
4. Curva patron CONBSA....... 69
5. Gréfica de e-actina en embarazadas preeclampticas

Y NOFMOTENSAS. .. cuiiiiieiiiiiei s s s neas 69

Vil



INDICE DE FIGURAS

Tension arterial en normotensas y preeclampticas 33

. Semanas de gestacion en normotensas y preeclampticas............oevvviiieniinnn.n 34

. Peso de 10S TeCIEN NACIAOS. ... v v une ettt e e, 35

. Talla de 10S TeCIEN NACIAOS. ... v v ne ettt e e e e e 35

. Niveles proteicos de [aNOSs. ... 36
. Niveles proteicos de [a COX-1. ..o 37
. Niveles proteicos de [a COX-2. ... 37
. Niveles proteicos de los receptores AT Y AT o .uieieiniiiiii i 38

. Niveles proteicos de los receptores B1 Y Bo...oovvivviniiniiiii e 40

Vil



INDICE DE TABLAS

. Funciones de laplacenta...........ccooiiiiiiiii i, 5
. Hipertensidn en el embarazo ............ccooiiiiiii i 7
. Pruebas de laboratorio para hipertensas embarazadas.......................... 10
. Factores de riesgo para la preeclampsia.............ccoeeiiiiiiiiiiiii i 11



LISTA DE ABREVIATURAS

Ang ..., Angiotensina |

Angll................... Angiotensina Il

AT, Receptor de la angiotensina Il

AT, Receptor de la angiotensina I

3 Receptor de la bradicinina

Bouoriiiii Receptor de la bradicinina

BSA..... Albumina sérica bovina

(o] o 4 IO Centimetro

(6{0) G I Ciclooxigenasa constitutiva del acido araquidénico

(610), /NN Ciclooxigenasa inducible del &cido araquidénico

cGMP................... Monofosfato ciclico de guanosina

o T Gramo

DAG.........cceeenee. Diacilglicerol

ECA......ccoii Enzima convertidora de angiotensina

HELLP.................. Acrénimo: hemolysis elevated liver enzyme and
low platelet syndrome

P, Trifosfato de inositol

kDa.........oovvnennn. kilodalton

L-NAME..................N®-nitro-L-arginina-metil-éster

NO....ooovveeiee, Oxido nitrico

NOS.......coei Sintetasa o sintasa del 6xido nitrico

eNOS 6 NOSs.......... Sintasa de éxido nitrico endotelial

INOS 6 NOS;.......... Sintasa del 6xido nitrico inducible

NNOS 6 NOS;.......... Sintasa del 6xido nitrico neuronal

PGlooiiiiiiiii, Prostaciclina o prostaglandina I,

PIH...oo Hipertension inducida en el embarazo

PKC...ooiiii, Proteina cinasa C

PLAG...o i Fosfolipasa A;

PLC....cooe Fosfolipasa C

PLD...coooiiieeen Fosfolipasa D

PVDF............ooils Fluoruro de polivinildieno

RN, Recién nacido

RCIU........cooeiil. Restriccidn en el crecimiento intrauterino

SDG...ciieiie Semanas de gestacion

SDS-PAGE............. Sodio dodecil sulfato- gel de poliacrilamida

SGA.....co Edad gestacional pequena

SHR.......coi, Rata espontdneamente hipertensa

SNA....... Sistema nervioso autbnomo

SNS...... Sistema nervioso simpéatico

SRAA........o Sistema renina angiotensina aldosterona

TA Tension arterial

TAD.....cooiiiiin Tension arterial diastélica

TAS....co Tension arterial sistolica

TXA e, Tromboxano A,

TXBoeoiiieeeiiiiianes, Tromboxano B,

UA Unidades arbitrarias



RESUMEN

La preeclampsia es una patologia hipertensiva del embarazo reportado
desde hace més de 2000 afios. De acuerdo a la International Society for the Study
of the Hypertension in Pregnancy, es un sindrome caracterizado por la presencia
de hipertension y proteinuria, y es la principal causa de morbilidad y mortalidad
materno-fetal en los paises en desarrollo. La preeclampsia es un sindrome
multisistémico caracterizado por vasoconstriccion, cambios metabdlicos,
disfuncion endotelial, activacion de la cascada de la coagulacion e incremento en
la respuesta inflamatoria, por mencionar solamente algunos de los sistemas
organicos involucrados.

Actualmente, se conoce que existe una disminucion en la perfusién tisular
Utero-placentaria generada por la invasion superficial e insuficiente del
citotrofoblasto sobre las arterias espirales uterinas, lo que impide su remodelacion,
conservando éstas su estructura histologica original y su capacidad de respuesta a
los distintos moduladores endoteliales; como consecuencia, se producen hipoxia e
isquemia placentarias. No obstante, el mecanismo fisiopatologico de Ila
preeclampsia es aun desconocido.

El presente trabajo consistio en un estudio con 22 mujeres, en trabajo de
parto, del Servicio de Ginecologia y Obstericia del Hospital General “Dr. Miguel
Silva” de Morelia, Michoacan: 15 normotensas (controles) y 7 con preeclampsia,
de quienes, obtuvimos sus placentas, por parto eutécico vaginal o por cesarea
electiva, con el fin de evaluar molecularmente a diversos receptores y enzimas de
vasos coridnicos placentarios. Determinamos los niveles proteicos de algunas
enzimas y de receptores a ligandos vasoactivos en arterias placentarias de
mujeres preeclampticas y obtuvimos los siguientes hallazgos: una disminucién en
los niveles de ciclooxigenasa inducible (COX;) y del receptor de angiotensina tipo
2 (AT,), aumento en los niveles de la sintasa del 6xido nitrico endotelial (NOS3) y
del receptor B, para bradicinina en arterias placentarias de mujeres
preeclampticas versus normotensas. Las pacientes con preeclampsia desarrollan
autoanticuerpos contra el receptor AT1 de angiotensina. Este hecho es
consistente con nuestros resultados, puesto que ambos receptores de
angiotensina disminuyeron en los vasos placentarios de pacientes preeclampticas.

Los signos clinicos (aumento de la tension arterial, proteinuria, disminucion
en el peso y la talla de los recién nacidos, etc.) de nuestra muestra corroboran el
diagnéstico de preeclampsia.

En conclusion los niveles proteicos de enzimas y de los receptores en los
vasos placentarios de pacientes preeclampticas revelan la disfuncién y el dafio
endotelial producido por esta enfermedad y las tentativas de ajuste homeostatico
fallido por parte de los moduladores endoteliales; nos abre, asimismo, la
perspectiva de determinar de manera directa los niveles séricos del 6xido nitrico y
sus metabolitos (nitratos y nitritos), las prostaglandinas (especialmente la
prostaciclina, PGl,, y el tromboxano A,), la angiotensina I, las catecolaminas (NA,
A), la endotelina y de explorar la participacion de las hormonas sexuales
femeninas (estrégenos y progesterona) en la fisiopatologia de la preeclampsia.

Xl



ABSTRACT

Preeclampsia is a hypertensive disorder of pregnancy reported by Celso
2000 years ago. According to the International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy (ISSHP), preeclampsia is a maternal syndrome
recognized by new-onset gestational hypertension and proteinuria and it's the
major cause of maternal morbidity and mortality in developing countries.

There is evidence that placental hypoperfusion is generated by shallow
trophoblastic invasion of uterine spirals arteries, which prevents their remodeling
and preserve their original histological structure, and their responsiveness to the
distinct endothelial modulators. Consequently, placental hypoxia and ischemia are
produced. However, pathophysiology of preeclampsia still remains unknown.

We carried out a study with 22 pregnant women at term: 15 normotensive
(controls) and 7 preeclamptic from whom we got their placentas (by vaginal or
abdominal delivery). They were recruited from the Servicio de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital General “Dr. Miguel Silva” from Morelia, Michoacan,
México. We determined molecularly several receptors and enzymes from placental
corionic vessels and we found the following discoveries:

Clinical findings (hypertension, proteinuria, neonates weight and height
reduction, etc.) from our sample corroborate preeclampsia diagnosis.

In preeclamptic group, inducible ciclooxygenase (COX;) and type 2
angiotensin receptor (AT2) levels were reduced, and we got a rise in endothelial
NO sinthase (NOS3) level, and in bradikinin B, receptor. It has been demonstrated
that patients with preeclampsia develop agonistic autoantibodies against the
angiotensin AT1 receptor. This fact is consistent with our results, since both
angiotensin Il receptors were reduced in placental vessels from preeclamptic
women.

We concluded that enzymes and receptors proteic levels from placental
vessels in preeclampsia could be support, at least in part, both endothelial injury
and dysfunction, and abnormalities in endothelial modulators production and/or
release. Nevertheless, we have to determine serum levels of these substances,
and to explore the participation of sexual hormones (estrogens and progesterone)
in the pathophysiology of preeclampsia.
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. ANTECEDENTES
1. EMBARAZO NORMAL
1.1. Adaptaciones fisiol6gicas en el embarazo normal

1.1.1. Alteraciones cardiacas y hemodinamicas

El embarazo normal se caracteriza por una vasodilatacion generalizada tan
pronunciada que, pese al aumento del gasto cardiaco y del volumen plasmético en
el rango del 40%°', la tensién arterial (TA) media disminuye aproximadamente 10
mmHg®. La disminucién de la TA se hace evidente en el primer trimestre y
alcanza el nadir en la mitad el embarazo. A partir de entonces la TA aumenta en
forma gradual y alcanza los valores previos al embarazo al término de éste; no
obstante, puede aumentar de forma transitoria en el puerperio, hasta valores
ligeramente por encima de los niveles previos al embarazo.

En el control de la presion arterial, durante el embarazo normal, participan
diversos sistemas presores (nervioso auténomo y catecolaminas, renina-
angiotensina, vasopresina), la funcion de los barorreceptores, la funcion de las
células endoteliales y los cambios mediados por el volumen, los cuales se han
evaluado ampliamente en animales y soOlo en forma esporadica en mujeres
embarazadas. Empero, los estudios en animales con frecuencia son
contradictorios, en parte, debido a las diferencias entre las especies’.

No se han demostrado diferencias en la actividad nerviosa simpatica en las

mujeres embarazadas normotensas comparadas con las mujeres no
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embarazadas. Sin embargo, el sistema renina-angiotensina se encuentra
estimulado en forma significativa® y las mujeres embarazadas normotensas
muestran una respuesta hipotensiva exagerada a la inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina, en comparacioén con las mujeres no embarazadas,
lo que sugiere que este sistema participa activamente en la TA normal®.

Por otro lado, en el embarazo existen ajustes cardiacos adicionales que
ejercen un impacto sobre la TA, como el aumento en el gasto cardiaco y en el
volumen sanguineo®. Se han reportado resultados variables con respecto a la
importancia y el momento en que ocurren estos cambios, sugiriendo que el
aumento del gasto cardiaco ocurre en forma temprana en el primer trimestre, en el
segundo ocurre el aumento maximo?’, se mantiene elevado durante el tercero,
dependiendo de las variables individuales de cada paciente® **,

Asimismo, el volumen plasmatico y la masa de eritrocitos estan aumentados
en el embarazo normal, aunque la disminucion de la TA asociada con la
estimulacion del sistema renina-angiotensina sugiere que el aumento del volumen
es secundario a la vasodilatacion y se percibe como normal. Hay, pues, aumento

del gasto cardiaco y disminucién de las resistencias periféricas.> °" °°.

1.1.2. Cambios renales

Durante el embarazo normal ocurren alteraciones muy importantes en la

hemodinamica renal que incluyen el aumento de, aproximadamente el 50%, en el

> [ ]<



indice de filtrado glomerular y en el flujo sanguineo renal®, sin lograrse entender
cabalmente la base de ellas.

Las embarazadas, normalmente, son hipercalcidricas, quizd debido al
aumento del indice de filtrado glomerular de la dihidroxivitamina D3 y de la

hormona paratiroidea®” %

1.1.3. Cambios endocrinos

Las adaptaciones enddcrinas en el embarazo son los ajustes fisioldgicos
mas significativos. El feto, la placenta, los ovarios y las glandulas suprarrenales
participan en la produccion de grandes cantidades de 17f-estradiol, estriol,
progesterona, aldosterona, desoxicorticosterona, lactdgeno placentario humano y
gonadotropina coriénica humana, asi como otras hormonas peptidicas especificas
del embarazo y las prostaglandinas™ *® ®. A pesar del conocimiento profuso de la
sintesis y el metabolismo de estas sustancias, su funcién precisa durante el
embarazo normal se conoce poco. Tanto los estrogenos como la progesterona
tienen efectos vasculares, renales y hemodinamicos; por lo tanto, es muy probable
gue interactien con otros sistemas reguladores del control de la TA, durante el
embarazo. Por ejemplo, los niveles elevados de estrogenos durante la gestacion
son, en parte, responsables del aumento en la renina. Igualmente, la progesterona

es natriurética y aparentemente inhibe el efecto tubular renal de la aldosterona™:
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1.2. La placenta

La palabra placenta deriva del término plakois = torta, que se refiere a la
forma de disco tipica de la especie humana que, por extensién, se ha generalizado
a todas las especies de placentas morfolégicamente muy diferentes. Desde el
punto de vista Iéxico —plac y placent- funcionan como elementos compositivos en
diversas terminologias: con el significado el primero de placa, tableta, y el segundo
con el de torta o pastel ligeramente abombado.

En los animales superiores, el Gtero representa un Organo —recipiente
nutricio- dispuesto para la recepcién, alojamiento, alimentacién y proteccion del
producto de la gestacion hasta alcanzar el grado de madurez adecuado, en cuyo
momento motiva la expulsion (parto)*.

En los Eutheria, o mamiferos superiores, la placenta se desarrolla en toda
su plenitud, permitiendo que el embrion se desarrolle en el interior de la madre,
que lo expulsa en un estado suficientemente desarrollado como para resistir al
medio ambiente. A esta condicion se le conoce como viviparidad.

A estas multiples funciones, hay que afiadir el que seguramente la placenta
es el érgano que facilita la inmunotolerancia a la gestacion. Incluso, el trofoblasto
vierte en la sangre materna un gran numero de proteinas.

La placenta humana es hemocorial y esto significa que la penetracion del
trofoblasto en las arterias espirales uterinas es muy precoz y muy profunda y, en
pocos dias después de la implantacion, las células del trofoblasto no soélo corroen

el epitelio y el tejido conjuntivo endometrial, sino que destruyen los vasos
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maternos y las vellosidades coriales y por lo tanto se bafan directamente en la
sangre materna. Esta disposicidbn supone una agresion mayor y, es clara, una
fuerte tendencia al rechazo. La placenta en los Eutheria tiene, pues, sistemas de
inmunosupresidon mucho méas completos y sofisticados que la de los animales
inferiores. A lo largo de la gestacion, la placenta humana evoluciona de placenta
hemocorial a placenta hemoendotelial y, por tanto, solo tiene un endotelio entre la
sangre fetal y la materna, las cuales estan ademas muy préximas, lo que facilita la
transferencia de sustancias por difusion.

La superficie placentaria estd formada por plegamientos llamados
vellosidades que aumentan su superficie de filtracién, la cual corresponde a 3.71
m? por kg de peso fetal (13 metros para un feto de 3.5 kg); esta superficie es
enorme comparada con el area pulmonar del adulto. Para un sujeto de 70 kg es de
90 metros cuadrados, es decir 1.28 m? por kg de peso.

Se ha desarrollado la teoria de que la placenta estd compuesta por una
serie de unidades, de las cuales trabajan en reposo so6lo una tercera parte, algo
semejante a lo que sucede con la nefrona en el rifidn, se podria hablar asi de una
unidad “placentona” que estaria constituida basicamente por los cotiledones. Estos
estan formados por una vellosidad primaria y un arbol de vellosidades secundarias
y terciarias. Cuando todas las unidades placentarias funcionan, la placenta se
expande y adquiere un volumen mayor, demostrable por la ecografia. La

estructura vascular de la placentona esta coordinada desde el lado materno vy el
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fetal y, de este modo, la sangre que llega a la placenta por la arteria espiral es
correspondiente a la que llega al feto por el eje vascular de un cotiledon.

Se han demostrado aspectos funcionales placentarios muy importantes:
uno de ellos es la existencia de un sistema microvillositario, donde hay
abundantes muestras de pinocitosis, que es la forma mas comun de transferencia
de grandes moléculas. Otro hallazgo de la ultraestructura placentaria ha sido la
demostracion de una capa basal vasculosincitial, colocada por debajo del sincitio,
entre éste y el capilar fetal y semeja a la membrana basal del glomérulo. Esta
membrana, al engrosarse, bloguea la filtracion placentaria y da lugar a cuadros de
insuficiencia en placentas patoldgicas que se encuentran sobre todo en la diabetes
y en la preeclampsia-eclampsia.

La placenta crea en el Gtero un espacio inmunolégico privilegiado, puesto
que, se considera a la gestacion como un aloinjerto el cual seria rechazado de no
mediar una serie de mecanismos inmunoprotectores ain no conocidos del todo*?.

La placentacién es un fenbmeno posterior a la implantacién. Se trata del
establecimiento de relaciones definitivas y cada vez méas perfectas al servicio de la
nutricion del feto. El parto —madurez fetal- pone fin a la vida placentaria, que es

expulsada tras el parto fetal (alumbramiento).



2. TRASTORNOS HIPERTENSIVOS DEL EMBARAZO

La hipertension es una de las complicaciones médicas mas comunes del
embarazo y afecta por igual la salud materna y la del feto, a veces con
consecuencias que amenazan la vida®. Los trastornos hipertensivos son causas
importantes de parto prematuro, restriccion del crecimiento y muerte fetal
intrauterinos. Las complicaciones maternas incluyen las que se atribuyen a un
aumento excesivo de la presion sanguinea, como el accidente cerebrovascular
isquémico, las insuficiencias cardiaca y renal agudas. Los trastornos hipertensivos
en el embarazo contindan siendo una de las causas mas importantes de muerte

materna (15 al 20% de las muertes maternas en todo el mundo>®).

Tabla 1. Funciones de la placenta. Botella Llusia J, La placenta. Fisiologia y Patologia. Real
Academia Nacional de Medicina 1992 pag 2. Madrid, Espafia.

Funcion Analoga a la del Ejemplo

Respiratoria Pulmon Toma O, de la sangre
materna y devuelve CO,

Absorcion Intestino Absorbe nutrientes de la
sangre materna.

Excrecion Rifion Elimina agua, electrolitos,
urea y catabolitos.

Metabolismo Higado Almacena glucdégeno, sintetiza

proteinas, almacena
sustancias. Higado
transitorio fetal.

Endocrina Varias glandulas Forma diversidad de
hormonas.
Inmunotolerancia a la gestacion: Hace que el aloinjerto que es el feto,

no sea rechazado.
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2.1. Definicién de preeclampsia

La preeclampsia es un trastorno hipertensivo del embarazo que se
caracteriza por la presencia de hipertension, proteinuria y edema. La International
Society for the Study of Hypertension in Pregnancy reporté que la
preeclampsia es la principal causa de morbilidad y mortalidad maternas en los
paises en desarrollo. Ademas, esta patologia es la principal causa de prematurez
iatrogénica o de prematurez extrema (menores de 33 semanas) cuando las
condiciones fetales o maternas son de alto riesgo y cuando el inicio de la
preeclampsia temprana severa se asocia con restriccion del crecimiento

intrauterino??.

2.2. Clasificacion de la hipertensién en el embarazo

En la actualidad, se reconocen cuatro categorias de hipertensién en el
embarazo, de acuerdo con el Consenso Nacional e Internacional (Prevencion,
diagnéstico y manejo de la preeclampsia/eclampsia, lineamiento técnico.
Secretaria de Salud*®, OMS), las cuales se incluyen en la tabla 2.

Es sumamente importante realizar el diagnéstico preciso de la hipertensién
en el embarazo debido a que la preeclampsia se asocia con una evolucion
adversa de la madre y del feto si ésta no se reconoce en forma precoz. Una
intervencion terapéutica critica, como la eleccién del momento oportuno del parto,
a menudo, se basa en la impresion clinica de la severidad hipertensiva y del

estado de salud del producto de la concepcion; por lo tanto, el diagnostico



apropiado puede tener implicaciones significativas para la salud futura del feto y

de la madre.

Tabla 2. Clasificacion de la hipertension en el embarazo. Modificado de Hughes EC (Ed): Obstetrics-
Gynecologic Terminology. Philadelphia, FA Davis, 1972 p 422-423.

Entidad patol6gica

Caracteristicas

Preeclampsia-eclampsia

Hipertensién crénica

Hipertensién crénica con
preeclampsia sobreagregada

Hipertension transitoria

Alteracion multisistémica que por lo general se presenta
en la segunda mitad del embarazo, se caracteriza por
hipertension, proteinuria, trombocitopenia, disfuncion renal
leve y en ocasiones alteraciones de las pruebas de
funcionamiento hepatico.

Hipertension que precede al embarazo y que puede
deberse a hipertensiéon esencial o cualquier forma de
hipertension secundaria (p. e€j., enfermedad renal,
hipertension renovascular, feocromocitoma,
hiperaldosteronismo).

Desarrollo de hipertension que empeora, proteinuria de
comienzo reciente, hiperuricemia o trombocitopenia en la
segunda mitad del embarazo en una mujer con
hipertension cronica.

Elevacion de la presion arterial al final del embarazo sin
otros hallazgos de laboratorio de preeclampsia. Esta
alteracién puede recurrir con los embarazos posteriores y
puede predecir el desarrollo futuro de hipertensién
esencial.

2.2.1. Preeclampsia-eclampsia

Es un trastorno hipertensivo unico del embarazo con participacion renal

consistente, que afecta tanto a la madre como al feto. Se acepta el concepto que,

en la preeclampsia, la activacion del sistema renina-angiotensina ocurre con la

entrada de angiotensina Il a la circulacion sistémica y puede mediar la patogenia

de dicha enfermedad (Escudero C, 2008), produciendo malaadaptacion vascular,



con incremento en el tono vasomotor y disfuncion vascular e incremento a la
sensibilidad a la Ang Il y a la noradrenalina en la preeclampsia manifiesta debido a
mecanismos mediados por angiotensina Il.

Recientemente, se han descrito mecanismos moleculares nuevos
relacionados con la Ang Il en la preeclampsia. Estos incluyen la
heterodimerizacion de los receptores AT, de la Ang Il y B, de la bradicinina y la
produccién de un autoanticuerpo agonistico contra el receptor AT; de la
angiotensina Il

Se han propuesto varios mecanismos fisiopatoldgicos en el desarrollo de la
preeclampsia. Estos incluyen la disfunciébn endotelial, una via inflamatoria, el
estrés oxidativo, la activacion de la trombosis y el sistema renina angiotensina®.

La deficiente perfusion Gtero-placentaria es una caracteristica comun en
todos los casos de preeclampsia y se considera que el SRA puede ser uno de los
mecanismos responsables de esta deficiencia.

Asimismo, existen reportes de que la preeclampsia se desarrolla como
consecuencia de alteraciones en los vasos que irrigan a la placenta®. Estas
alteraciones en la circulacion placentaria probablemente ocurren al inicio del
segundo trimestre, mientras que las manifestaciones maternas de la enfermedad
no se hacen evidentes hasta mucho mas tarde en el embarazo, por lo general
cerca del término. Los signos clinicos maternos mas y mejor conocidos son la

hipertensién, la proteinuria y el edema®. Otras manifestaciones incluyen
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alteraciones de la coagulacion, en particular la trombocitopenia y la disfuncion

hepatica.

2.3. Diagnéstico de preeclampsia

El criterio diagnéstico para la preeclampsia incluye los signos clinicos
clasicos, que son: hipertensién con proteinuria, edema o ambos. Se considera
proteinuria cuando hay una excrecién urinaria proteica de 0.2 g o0 mas en una
muestra de 24 horas, o0 mayor que 1+ (una cruz) en una muestra de orina tomada
al azar. Por otro lado, con frecuencia el edema acompafia a una gestaciéon normal,
por lo tanto, su presencia sola no es util para el diagndstico de preeclampsia,
mientras que su ausencia no lo descarta; no obstante, en la preeclampsia, casi
siempre se observa edema de manos y cara. Las pruebas de laboratorio con
utilidad diagndstica en la preeclampsia se muestran en la tabla 2.

La preeclampsia se manifiesta a la vigésima semana de la gestacion, por lo
general en primiparas y el diagnostico se realiza con mayor facilidad cuando las
mujeres tienen historia de normotensién bien documentada al inicio del embarazo.
Los criterios para el diagnéstico de hipertension incluyen un aumento de la TA
sistolica de 30 mmHg o mas; o cuando la TA diastdlica (Korotkoff V) aumenta 15
mmHg o mas sobre los valores previos (un promedio de los valores antes de la

semana 20? de la gestacion®*” %)

. Si la TA previa no se conoce, las lecturas
superiores o iguales a 140/90 mmHg, se consideran lo suficientemente elevadas

para satisfacer los criterios de hipertension en esta patologia *°.
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En muchas ocasiones, no se realiza un diagnéstico temprano de
preeclampsia debido a que muchas mujeres jovenes tienen registros de TA tan
bajos como 90/60 mmHg a mediados del embarazo y, por lo tanto, un aumento de
la misma puede enmascararse, confundirse y no reconocerse, puesto que, se

detectan valores, aparentemente, normales.

Tabla 3. Pruebas estandares de laboratorio para las mujeres que desarrollan hipertensién luego de la
mitad del embarazo (Tomada de Burrow-Duffy).

Analisis Finalidad

Hemoglobina y hematocrito La hemoconcentracion apoya el diagndstico de
preeclampsia, indicador de severidad.

Frotis de sangre Valores disminuidos en hemdlisis signos de anemia
hemolitica microangiopatica (esquistocitos), diagnéstico
de preeclampsia, aunque haya TA aumentada levemente.

Plaquetas Niveles disminuidos sugieren preeclampsia severa.

Andlisis de orina Tira reactiva con 1+ o mas, medicién cuantitativa de
excrecion proteica.

Creatininemia Embarazada hipertensa con proteinuria se diagnostica
como preeclampsia hasta demostrar lo contrario.

Uricemia Incrementos leves en la mayoria. Los niveles en aumento
sugieren preeclampsia severa, en especial con oliguria.

Transaminasa oxalacética Los niveles aumentados ayudan al diagnéstico diferencial
y sugieren preeclampsia severa y compromiso hepético.

Deshidrogenasa del acido lactico Un aumento junto con hemdlisis y dafio hepatico sugieren
preeclampsia severa.

Albumina sérica Una disminucion, aun en ausencia de proteinuria
pronunciada, puede indicar “pérdida de capilares” o
compromiso hepatico.




Otras pruebas predictivas para la evaluacion de la preeclampsia son, en
muchas ocasiones, potencialmente Utiles, como la excrecién de calcio urinario®®, la

38, 57

excrecion de calicreina , los niveles de fibronectina plasmatica, los niveles de

1131419y e monitoreo de la TA ambulatoria®® *®. Sin embargo, uno

antitrombina Il
de los problemas mas importantes, y que influye directamente en el desarrollo de
la preeclampsia, es que las mujeres que presentan esta patologia no siempre

llevan un control prenatal y acuden al médico y/o al servicio de urgencias cuando

ya presentan la sintomatologia o por complicaciones.

2.4. Epidemiologia

La preeclampsia es mas comun en las mujeres nuliparas, la incidencia en
estas mujeres varia del 2 al 10% en las diferentes poblaciones™ ** " 3  Otros
factores de riesgo, ademas de la nuliparidad, incluyen los antecedentes familiares
positivos, las gestaciones mudltiples, la presencia de hipertensién crénica
subyacente, la enfermedad renal, la diabetes, la enfermedad hidatidiforme, los
extremos de la edad reproductiva y el antecedente de preeclampsia en el segundo
o el tercer trimestre en un embarazo previo (tabla 4)?*. El diagnéstico se realiza
con mayor facilidad cuando las mujeres no tienen antecedentes de hipertension y
al momento de la medicion presentan proteinuria, edema o ambos. La enfermedad
ocurre y se diagnostica, por lo general, después de transcurrir las primeras 20
semanas de la gestacion o con certeza al inicio de la misma cuando acontecen los

datos necesarios para hacerlo.
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La preeclampsia se caracteriza por la naturaleza impredecible de su
evolucion clinica. Las mujeres con TA levemente elevada y adn minima proteinuria
pueden progresar en forma rapida a la eclampsia, la forma convulsiva de la
enfermedad, por lo tanto, todos los casos se deberian considerar potencialmente
peligrosos. Sin embargo, ciertos signos son ominosos como, particularmente, una
TA sistélica de 160 mmHg o mas, o una TA diastélica de 110 mmHg o mas, la
proteinuria en rango nefrético, la azoemia significativa (creatinina serica > 1.2
mg/dl), el recuento de plaquetas menor de 100 000/mm?o la evidencia de anemia
hemolitica microangiopatica, enzimas hepaticas elevadas, cefaleas u otras

alteraciones cerebrales o visuales, el dolor epigéastrico y el edema pulmonar®’.

Tabla 4. Factores de riesgo asociados con la preeclampsia. Tomado de Burrows-Tuffy. Phyllis
August

FACTORES DE RIESGO PARA LA PREECLAMPSIA

Nuliparidad

Antecedentes familiares positivos
Gestaciones multiples
Hipertensién crénica
Enfermedad renal

Diabetes

Obesidad

Mola hidatiforme

Antecedentes de preeclampsia temprana (segundo trimestre) en el primer embarazo

2.5. Sindrome de HELLP
La forma clasica de preeclampsia posee una variante que se denomind

sindrome HELLP3* 4% 5! Este acronimo se refiere a las alteraciones de laboratorio
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especificas que caracterizan a la preeclampsia: hemodlisis, pruebas de
funcionamiento hepético elevadas (liver), recuento bajo (low) de plaquetas. Este
sindrome se asocia con un pronéstico materno y fetal particularmente adverso*
112.

La mayoria de los obstetras consideran que el sindrome HELLP es una
indicacién de parto urgente, debido a que las alteraciones de laboratorio pueden
alcanzar niveles que amenazan y pueden ser incompatibles con la vida, como la
trombocitopenia muy severa y niveles extremadamente elevados de enzimas
hepéticas. Una complicacién rara de la preeclampsia es la ruptura hepatica, en la
que ocurre sangrado hepético subcapsular, quizas precedido por el sindrome
HELLP. El sindrome de HELLP puede presentar severo dafio o disfuncion
generalizada de las células endoteliales maternas, en comparacion con otros
casos de preeclampsia. Adicionalmente, los aspectos clinicos del sindrome
HELLP son muy similares y a veces dificiles de distinguir de los que se presentan
en otros sindromes microangidpaticos que se pueden desarrollar en las etapas
finales del embarazo, como el sindrome urémico-hemolitico y la purpura
trombocitopénica trombotica. Estas alteraciones se caracterizan por dafio de las
células del endotelio vascular provocado por antigenos o sustancias toxicas
desconocidas. La distincion entre estas enfermedades y el sindrome HELLP es
importante debido a que el tratamiento de éste es el parto urgente, mientras que el
tratamiento del sindrome urémico-hemolitico o la purpura trombocitopénica

trombética puede requerir transfusién de plasma o plasmaféresis®’.
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2.6. Preeclampsia grave
La preeclampsia grave se caracteriza por un cuadro potencialmente mortal
gue puede progresar de forma brusca hacia un deterioro de la madre y del feto.
Los criterios diagndsticos son los siguientes:
e PAS =170 mmHg o PAD = 110 mmHg en 2 tomas separadas por un espacio
de 6h.
e Proteinuria = 2 g/24 h.
e Creatinina = 1.2 mg/dL.
e Plaquetas < 100 000/mm}.
e Oliguria < 400 mL/24 h.
e Trastornos visuales o neurolégicos.

e Edema pulmonar o cianosis.

3. LAPLACENTA EN LA PREECLAMPSIA

La placenta se considera de importancia central en la patogenia en la
preeclampsia. Esto se debe a que el parto es la cura mas exitosa de la
enfermedad, si no la Unica definitiva. Ademas, es mas probable que la
preeclampsia ocurra en mujeres con molas hidatiformes (enfermedad trofoblastica
caracterizada por un crecimiento rapido de la placenta pero no del feto) y en
aquéllas con gestaciones multiples (aumento de la masa placentaria)®®.

La placentacion normal parece involucrar la transformacion de las ramas de

las arterias uterinas maternas, las arterias espirales, de arterias musculares de
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paredes gruesas a vasos flaccidos que permiten el paso de volimenes mayores
de sangre a la unidad Utero-placentaria. Esta transformacion involucra la invasion
de las paredes de las arterias espirales por trofoblastos endovasculares que
migran primero a la decidua y luego a todas las capas de la pared el vaso.

En las mujeres destinadas a desarrollar preeclampsia, la invasion
trofoblastica de las arterias espirales es incompleta, esto puede ocurrir en la
decidua pero no en el musculo liso arterial y en algunos vasos el proceso no
ocurre en absoluto. Por lo tanto, las arterias persisten con paredes gruesas y
musculares y los diametros de los segmentos miométricos son la mitad de lo que
miden en el embarazo normal. Se ha reportado que en la preeclampsia, el
citotrofoblasto invasor no puede expresar, en forma apropiada, los receptores de
adhesién que son necesarios para el remodelado normal de las arterias espirales
maternas. Se considera que esta dificultad en la invasion trofoblastica es la base
morfoldgica de la hipoperfusién placentaria en la preeclampsia > *.

Se reporto la presencia de aterosis aguda en la preeclampsia, lesion de las
arterias espirales uterinas que consiste en la acumulacién de macréfagos
cargados de grasas e infiltrados de células perinucleares. Se cree que esta lesion
ocurre solo en aquellas arterias que no fueron invadidas por células del trofoblasto
y se han correlacionado las lesiones placentarias con la severidad de la
enfermedad clinica*’ .

La preeclampsia se ha asociado con un grado mayor de infartos

placentarios que el que ocurre en la gestacion normal. Sin embargo, la placenta
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tiene reserva fisiolégica considerable que compensa esa necrosis tisular, lo cual
explica por qué algunas pacientes experimentan la pérdida del feto o la restriccion
del crecimiento y muerte fetal, mientras que la mayoria de ellas tienen recién
nacidos con pesos normales para su edad gestacional; no obstante, la
preeclampsia se asocia con un aumento de la incidencia de restriccion del

crecimiento intrauterino y muerte fetal.

4. MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN LA PREECLAMPSIA

La relacion entre la enfermedad placentaria y la materna involucra la
naturaleza de la respuesta inmune en la interfase materno-placentaria y la manera
como esta respuesta podria conducir a la preeclampsia. Hay varios aspectos
anicos de la respuesta inmune en el embarazo que parecen tener un papel en el
desarrollo placentario normal: las células del trofoblasto no expresan los antigenos
HLA clasicos; en su lugar expresan un antigeno no clasico, HLA-G, con posible
funcion protectora de la placenta contra los efectos deletéreos de una respuesta
inmune materna local®®. Por el contrario, se sugiere que el tejido placentario de los
embarazos preeclampticos expresan menos HLA-G, o en forma diferente y se
postula que esto puede dar por resultado la eliminacién de la tolerancia materna a
la placenta inmunolégicamente extrafia'> ?*. También se ha reportado el aumento
de los niveles de citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a. y la

interleucina-2 en el tejido placentario y en el suero de las mujeres
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preeclampticas®™ ! ®3. Estos factores podrian estar involucrados en la iniciacion
de una enfermedad sistémica mediada por mecanismos inmunes en la madre.

La observacién de que la preeclampsia ocurre en forma primaria en las
mujeres nuliparas, y en las gestaciones posteriores las posibilidades de
complicaciones disminuyen a menos que exista un cambio en la paternidad, es un
elemento que se considero a favor de las alteraciones en la respuesta inmune
como un factor en la patogenia de la preeclampsia’. Los informes epidemiolégicos
indican que la prevalencia de la preeclampsia disminuye en las mujeres que
recibieron transfusiones de sangre heteréloga, practicaron el sexo oral o tuvieron
un periodo prolongado de cohabitacion que precedié al inicio de un embarazo, lo
que sugiere que la exposicidn previa a los antigenos paternos podria ser

protectora®’

). También se observé que ciertos cambios anatomopatolégicos en la
vasculatura placentaria se asemejan a los rechazos de aloinjertos. Ademas
apoyando lo anterior, se report6 que, en la preeclampsia hay aumento de células T

(células natural killer) y la activacion de los neutrofilos (Taylor RN, 1997).

5. MEDIADORES VASOACTIVOS EN LA PREECLAMPSIA
5.1. El sistema renina angiotensina-aldosterona

En contraste con el embarazo normal, durante la preeclampsia, la actividad
de la renina plasmatica, la concentracion sérica y la excrecion urinaria de
aldosterona y los niveles de angiotensina Il disminuyen, aunque con frecuencia no

a los niveles previos al embarazo. Existen evidencias que muestran una
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estimulacion del sistema renina-angiotensina en las mujeres que posteriormente
desarrollan preeclampsia, en estadios tempranos del embarazo, y que la
vasoconstriccion que se desarrolla y la hipertension “apagan” la secrecion de
renina. A medida que los niveles de renina disminuyen, la sensibilidad a la
angiotensina Il aumenta y con frecuencia esto ocurre con antelacion a la aparicion
de los signos clinicos de la preeclampsia®. Gant reporté en 1973 que, durante el
embarazo normal, se requiere mayor concentracion de angiotensina Il para
producir el efecto vasoconstrictor de la misma. A este efecto se le conoce como
refractariedad a la angiotensina Il, por parte de sus receptores. La pérdida de la
refractariedad a la angiotensina Il, durante el embarazo, se utiliz6 como prueba de
control para identificar a las pacientes, en la etapa media del embarazo, con riesgo
potencial de desarrollar la preeclampsia. Se ha reportado un aumento en la
densidad de los receptores de angiotensina Il en las plaquetas de las mujeres

preeclampticas comparados con los presentes en embarazadas normotensas.

5.2. El sistema nervioso simpatico y los receptores adrenérgicos a;

El incremento en los requerimientos nutricionales fetoplacentarios va
seguido de un incremento en el gasto cardiaco y la volemia asociados con una
reduccion de las resistencias vasculares periféricas, eventos que redundan en el
mantenimiento o, incluso, en un leve descenso de la TA media®. Sin embargo, no

se han esclarecido totalmente los mecanismos responsables de estos cambios.
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En el embarazo normal, se ha observado una disminucién paraddjica de la
respuesta vasoconstrictora y presora a la angiotensina Il y a los agonistas
adrenérgicos en la presencia de un aumento de los niveles circulantes de renina y
angiotensina Il en este periodo. Por otro lado, la regulacién adrenérgica es un
mecanismo importante de control en el flujo sanguineo uterino y en la oxigenacion
fetal; asi que el embarazo se ha relacionado con cambios en los receptores
adrenérgicos a y B con resultados controvertidos para la noradrenalina (NA) y para
la adrenalina (A), tanto en ratas como en mujeres gestantes y no gestantes'® %

La mayoria de los estudios en vasos sanguineos de animales prefiados han
reportado una respuesta adrenérgica disminuida'® ** 2, sin embargo, algunos
autores han reportado que no ocurrieron modificaciones o que hubo incremento de
las respuestas adrenérgicas durante el embarazo®” ?°.

Las catecolaminas interactian con la familia de receptores adrenérgicos
presentes en la superficie de la membrana celular. Estos receptores estan
presentes en casi todos los lechos vasculares; de hecho, el mRNA para todos los
tres subtipos de receptores adrenérgicos se ha encontrado en varios tipos

arteriales de la rata**

Los estudios de unién con radioligandos, la
inmunodeteccion con anticuerpos especificos y los estudios funcionales destacan
que el receptor adrenérgico aip predomina en la contraccion del muasculo liso

43, 44

vascular?® De hecho, estos receptores adrenérgicos se expresan

funcionalmente en las arterias aorta, carétida, mesentérica, iliaca, femoral y
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renales, mediando la contraccion de agentes adrenérgicos y contribuyendo al
control de la tension arterial en vivo®® >3 2,

Como se menciond anteriormente, durante el embarazo normal la respuesta
presora a los agonistas vasoconstrictores parece reducirse'” % 2% 37 De igual
manera, se reduce la reactividad vascular a los agonistas vasoconstrictores como
el adrenérgico a;, fenilefrina (Phe), y la ANG Il en ratas prefiladas comparadas con
ratas no prefladas. En contraste, la preeclampsia se caracteriza por
vasoconstriccibn generalizada y por el incremento de la respuesta presora a los
agonistas vasoconstrictores como los agonistas adrenérgicos.

Por otra parte, se han reportado concentraciones sanguineas venosas altas

3. 52 No obstante,

de noradrenalina en mujeres que cursan con preeclampsia
existe escasa informacion acerca de cambios en los niveles de los receptores
adrenérgicos en esta patologia. La reactividad vascular incrementada a los
vasoconstrictores, durante la preeclampsia, podria deberse al decremento de los
mecanismos de relajacion vascular y/o a mecanismos potenciadores de
contraccion del muasculo liso vascular dependientes de endotelio.
5.3. Metabolitos del &cido araquiddnico

En el embarazo con preeclampsia ocurren alteraciones en el metabolismo
de los eicosanoides de mayor intensidad que en el embarazo normal. Se ha
sugerido que las alteraciones del metabolismo de las prostaglandinas son el

mecanismo base de la patogenia de la preeclampsia®® ®3. Se ha propuesto que

las manifestaciones como el aumento de la reactividad vascular y de la TA arterial,
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asi como la coagulacion intravascular se deben a un desequilibrio entre la sintesis
de prostaciclina (PGIl,) y tromboxano (TXAy), cuyo resultado es la deficiencia

relativa o absoluta de PGI, %,

Se ha reportado, una disminucién en la produccion
de PGlI, en varios tejidos (el tejido placentario, los vasos umbilicales, la orina y el
liguido amniodtico) y liquidos corporales de mujeres preeclampticas, en
comparacién con mujeres normotensas tomadas como controles.

Por otra parte, la excrecion urinaria de metabolitos TXB, como marcadores
de la sintesis de TXA; es significativamente mayor en la preeclampsia que en

2% 24 9 Esta excrecion aumentada de

mujeres embarazadas normotensas
metabolitos en las pacientes preeclampticas se correlaciona con los cambios en la
presion arterial media y con la cuenta de plaquetas, los cuales son indices de la
severidad de la preeclampsia; igualmente, otro indicador de la misma es la
excrecion de metabolitos TXB; %,

Asi pues, el aumento en la sintesis de TXA; parece correlacionarse con la
severidad de la preeclampsia y puede tener un papel patogénico en la
enfermedad. Estos hallazgos han fundamentado el uso racional de la aspirina en
el tratamiento y prevenciéon de la preeclampsia®. Algunos estudios clinicos
sugieren que la aspirina a dosis bajas puede atenuar el desarrollo de la
preeclampsia en mujeres con riesgo de padecerla®®. Sin embargo, otros ensayos

aleatorizados controlados con placebo, en mujeres con riesgo de preeclampsia,

mostraron que la aspirina a dosis bajas puede carecer de beneficios o tenerlos de
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pequefios a moderados cuando se usa en la prevencion de esta enfermedad y con

ésto se cuestiona la validez de dicha practica®.

5.4. La via del 6xido nitrico (NO) en la preeclampsia

Los cambios vasculares durante la gestacién normal se han atribuido, en
parte, al incremento en la sintesis de NO por varias células maternas incluyendo
las células endoteliales de los vasos®® '8 37, Esto se apoya por reportes donde la
expresion y actividad de la NO sintasa aumenta en las arterias uterinas humanas
durante el embarazo. De igual manera, los niveles plasmaticos, la produccion
metabdlica y la excrecion urinaria de cGMP, un segundo mensajero de NO, que
produce relajacién del masculo liso vascular, aumentan durante el embarazo®®. De
manera interesante, la produccién de cGMP se incrementa notablemente durante
el primer trimestre cuando la circulacion materna esta vasodilatando rapidamente,
mientras que la produccién corporal total de NO, estimada por el nivel plasmatico y
la excrecién urinaria de nitritos/nitratos no se eleva proporcionalmente, lo cual
sugiere fuentes adicionales de cGMP®. Lo anterior ha llevado a proponer que una
reduccion en la produccion de NO podria ser la causa del incremento en la
resistencia vascular y de la TA durante la preeclampsia. En apoyo a esta hipétesis,
se han reportado alteraciones en la produccion de NO en mujeres con
preeclampsia®. Asimismo, el bloqueo de las NO sintasas con N®-nitro-L-arginina-
metil éster (L-NAME), durante la gestacion media o tardia, en la rata produce

cambios patolégicos, similares a aquellos observados en mujeres con
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preeclampsia como vasoconstriccion renal severa, proteinuria, trombocitopenia y

restriccion en el crecimiento intrauterino® *°

. Ademas, algunos estudios han
mostrado que la TA se incrementa significativamente en ratas gestantes tratadas
con L-NAME, comparadas con ratas no gestantes tratadas con dosis iguales de L-
NAME?™® *°_ Asimismo, en algunos estudios se determiné la concentracion, tanto
en el plasma como en la orina, de nitritos/nitratos en mujeres preeclampticas y los
resultados mostraron que hay discrepancia en cuanto a si aumenta o disminuye la
produccién de NO®,

Se ha reportado, en estudios en ratas con embarazo tardio, que la cantidad
de NOS endotelial renal (eNOS) disminuye en un 39%, mientras que la NOS
inducible renal (INOS) y la neuronal (NNOS) incrementan 31% y 25%,
respectivamente’. Estos datos sugieren la interesante posibilidad de que la
produccién aumentada de NOS durante el embarazo normal en ratas se produce
por la sobreexpresion (upregulation) de iINOS y nNOS en el rifidn y, tal vez, eNOS
en los vasos sanguineos’.

¢El NO derivado de alguna de las isoformas NOS podria producir
hipertension durante el embarazo? Esta es una incognita por resolver; ya que, en
primera instancia, pensariamos que si la respuesta fuese afirmativa seria contraria
a lo esperado; sin embargo, estudios recientes sugieren que los ratones knockout

del gen NOS no se convierten en hipertensos durante el embarazo®.



Il. JUSTIFICACION

A pesar de que la preeclampsia representa un problema de salud publica
importante por una alta morbilidad y mortalidad materno-fetal; y aunque existen
varias teorias acerca de la fisiopatologia de este padecimiento, se ha explorado
poco sobre los mecanismos que subyacen a las respuestas a diferentes
vasoconstrictores y su contribucién al desarrollo de la enfermedad. Si bien, existen
diversos modelos animales de preeclampsia, esta patologia es exclusiva del ser
humano, por lo cual, y sin restar valor a la informacién generada en los modelos
experimentales, el acercamiento ideal para el estudio de la preeclampsia lo
representan las placentas humanas, debido a que la placenta es el principal
modulador de la nutricion de la unidad feto-placentaria y a que la obtencion de las
muestras resulta no invasiva para las pacientes.

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de la fisiopatologia
de la preeclampsia, realizando especial énfasis en los niveles proteicos de
diversos receptores y enzimas, en vasos de placentas obtenidas de mujeres que
cursaron con embarazo normal y con un embarazo complicado por preeclampsia.
Por lo anterior planteamos la siguiente pregunta:

¢,Cémo son los niveles proteicos de los receptores (receptores: a la
angiotensina 1l y a la bradicinina) y de las enzimas (sintasa de Oxido nitrico

endotelial y ciclooxigenasas) en arterias placentarias de mujeres preeclampticas?



. HIPOTESIS

Existen cambios en los niveles de los receptores y enzimas placentarios en

la preeclampsia.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles proteicos de diversos receptores y enzimas en las

arterias placentarias en el embarazo normal y en la preeclampsia.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresion proteica de la sintasa endotelial del éxido nitrico (NOS3)
y de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) en las arterias placentarias en el

embarazo normal y en la preeclampsia.

2. Determinar la expresion proteica de los receptores a la angiotensina Il (AT, y
AT,) y a la bradicinina (B1 y B2) en las arterias placentarias en el embarazo normal

y en la preeclampsia.



VI. MATERIAL Y METODOS

1. Material biolégico

Se emplearon placentas obtenidas, en los meses de mayo y junio del
2008, por parto eutdcico o cesarea electiva, de mujeres internadas en el Servicio
de Ginecologia y Obstetricia del Hospital General “Dr. Miguel Silva” de la ciudad

de Morelia, Michoacan.

2. Grupos experimentales

Las placentas se clasificaron en 2 grupos:

1) Placentas provenientes de pacientes que cursaron con embarazo normal
(n=15).

2) Placentas provenientes de pacientes con embarazo complicado con

preeclampsia (n= 7).

3. Criterios de inclusion, de exclusion y de no inclusion.

Los criterios de inclusion, de exclusién y de no inclusiéon se fijaron de
acuerdo al Comité de Terminologia del American College of Obstetricians and
Gynecologists (1972) y al Lineamiento Técnico 2007, Secretaria de Salud, México
y son los siguientes:

A) Criterios de inclusion
1. Embarazo normal:

a) Pacientes con TA normal (< 140/90 mmHg)
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b) Ausencia de proteinuria
c) Sin complicaciones médicas u obstétricas
2. Preeclampsia:
a) TAS>140mm Hg o incremento > 30mm Hg sobre la TAS normal
b) TAD>90mm Hg o incremento > 15mm Hg sobre la TAD normal
c) TA media: > 106mm Hg
d) Proteinuria en orina de 24 h: 300 mg en 24h o > 100 mg/dl en una
muestra al azar

e) Edema persistente en extremidades y cara

B) Criterios de exclusién
a) Presencia de hipertensién exclusivamente
b) Presencia de proteinuria exclusivamente

c) Presencia de edema exclusivamente

C) Criterios de no inclusién
a) Negacion para participar por parte de la paciente.

b) Imposibilidad para conseguir la muestra

4. Transporte, diseccion vascular,conservacion y eliminacion de las

placentas



Después de haber conseguido la placenta, se colocdé en un recipiente
especial para dicho fin, herméticamente cerrado y completamente limpio, el cual
contenia solucion de Krebs fria (LI 15°C)que la cubria totalmente; dicho recipiente
se deposito dentro de una hielera y de esa manera fue trasladada al laboratorio de
Farmacologia Cardiovascular de la Division de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”, donde se proces6 de acuerdo
al protocolo experimental previsto.

La eliminacién de las muestras biolégicas se llevé a cabo basandonos en el
procedimiento vigente en la Facultad de Ciencias Médicas y biolégicas “Dr. Ignacio
Chavez” cuyo destino final fue el utilizado para desechar residuos biologicos
infectocontagiosos de cuyo proceso Sse encarga una empresa privada,

recogiéndolos periddicamente.

5. Preparacion del tejido

Una vez obtenidas las muestras, se disecaron los arterias coridnicas
superficiales y se limpiaron removiendo la grasa y el tejido conectivo; se
sumergieron en una solucién de Krebs-Henseleit (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7;
KH,POQO,, 1.2; MgSO,. 7H,0, 1.2; CaCl,.2H,0, 2.5; NaHCO3;, 25; dextrosa, 11.7 y
EDTA, 0.026 para extraer el exceso de sangre. Posteriormente, se sometieron a
ultracongelacion (-70°C) hasta el momento de su procesamiento para la

inmunodeteccion por western blot.
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6. Analisis de los receptores AT,y AT,; B1y B, y de las enzimas NOS3,
COX-1y COX-2 por Western Blot

Se tomaron 100 mg, aproximadamente, de las arterias coridnicas aisladas
(n=15 y n=8, placentas normales y de preeclampsia, respectivamente); se cortaron
finamente con tijeras pequefias; evitando que se calentara la muestra, se rrealizd
el homogenizado de manera interrumpida y al final se dejo enfriar 5 minutos, a la
temperatura ambiente. Se centrifugaron por 5 minutos a 10 000 rpm; se deseché
el precipitado y se recuperd la porcion soluble.

Se tomaron 3 alicuotas de 30 ug y una de 10 ug para realizar la curva de
calibracion y la determinacion de proteinas. Se construy6 la curva de calibracién
con Excel (Microsoft Office) y, por extrapolacion, se estim6 la concentracion de
proteina de las muestras, empleando la ecuacién de la linea recta.

Posteriormente, se desnaturalizaron las proteinas en solucion RIPA, que
contiene una mezcla de inhibidores de proteasas. Se obtuvo la concentracion de
proteina total presente en cada una de las muestras por el método de Lowry
modificado, [cuya modificacion nos permite observar la coloracion de la muestra
mas pronto (a los 5 minutos) y que ésta perdure por mas tiempo (45 minutos)] con
el empleo de albumina sérica bovina (BSA). Las muestras se leyeron a una
longitud de onda de 750 nm. Se realiz6 una curva de calibracion. Se mezclaron

50ug de cada una de las muestra con buffer de carga (que contenia -
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mercaptoetanol y urea 5M; agentes desnaturalizantes extremos), después las

muestras se llevaron a ebullicién, en un bafio maria durante 10 minutos.

Con una jeringa (Hamilton), sin tocar el fondo del pozo, se cargaron el
marcador de peso molecular (en el carril numero 1) y las muestras en el gel de
poliacrilamida-sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) al 10%, separandose las
proteinas mediante electroforesis (Bio-Rad); las condiciones de la misma fueron
las siguientes: 110 voltios /2 horas.

Una vez separadas las proteinas presentes en el gel, se transfirieron a
membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF), empleando un equipo de
transferencia en semiseco (semi-dry trans-blot; Bio-Rad) durante 45 minutos a 15
voltios y 400mA. La membrana y el papel se empaparon con el buffer de
transferencia.

Se verificé la transferencia con una solucién de rojo de Ponceau (control de
carga). Posteriormente, la membrana se lavé e incubd en leche al 5%, para
bloquear la superficie (durante una hora). La membrana se incub6 con una
solucién 1:500 de los anticuerpos primarios, policlonales de cabra (Santa Cruz
Biotechnology), especificos anti- AT, y AT,; B1 y B; y anti- NOS3, COX-1y COX-2
en la misma solucion lactea. La membrana se permanecidé en agitacion toda la
noche o durante 4 h a la temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
recuperaron los anticuerpos, la membrana se lavé con TBS-T, tres veces, con

intervalos de 5 min, en agitacion constante para remover las uniones inespecificas.
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Después, las membranas se incubaron con solucion 1:1000de anticuerpos
anticabra, durante 1 hora. Los anticuerpos anti-cabra estaban conjugados con una
peroxidasa de rdbano, que al estar en contacto con el sustrato (luminol; ECL
Western Blot detection system, Amersham Biosciences) produjeron una reaccién
quimioluminiscente.

En estas condiciones, se revelaron en placas radiogréaficas y se digitalizaron
las bandas con el empleo de un escaner (HP Scanjet G4050; Hewlett Packard),
guardandose en una computadora para el posterior analisis densitométrico.

Se utilizé el anticuerpo anti-a-actina (Santa Cruz Biotechnology) para
normalizar las bandas obtenidas de enzimas y receptores placentarios y no se
encontré diferencia en las pacientes normotensas, en relacibn con las
preeclampticas. La a-actina es una proteina estructural del citoesqueleto, con PM
aproximado de 43 kDa. Se graficd el promedio de la concentracion de esta
proteina + el error estandar, en los vasos coridnicos de ambos grupos, (gréafica

presente en los anexos).

7. Manejo de los resultados

En el analisis densitométrico se empled el programa Image J para medir la
intensidad de las bandas. Los niveles de cada una de las proteinas estudiadas se
normalizaron, con la densitometria de la a-actina presentada por la muestra en la
misma membrana. Los resultados se expresaron como el promedio + el error

estandar y las gréficas se construyeron en Sigma Plot 2008, version 11.0.
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8. Andlisis estadistico

Para determinar diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los dos grupos: el de normotensas y el de preeclampsia se realizaron analisis de
varianza de una via, seguidos del método Holm-Sidak. Cuando los datos no
presentaron una distribucién normal se aplicé un analisis de varianza por rangos

(Kruskal-Wallis), seguido la prueba de Dunn.



VIl. RESULTADOS

1. PARAMETROS CLINICOS
1.1. Registro de la tensién arterial

Para efectuar el diagnostico de preeclampsia de acuerdo a las normas
internacionales y a la Norma Oficial Mexicana el primer parametro a considerar fue
la medicién de la cifras tensionales. Los resultados mostraron que, la TA sistolica
presentd un aumento cercano al 50% en el grupo de preeclampticas, al
compararlas con el grupo de normotensas (p<0.001; fig. 1A). En cuanto a la TA
diastolica, ésta se elevd, aproximadamente en un 30%, en el grupo de las
preeclampticas comparado con los valores del grupo de normotensas (p<0.001,;
fig. 1B). Ademas, las cifras de TA media fueron: 85 mmHg en el grupo de
normotensas y 122 mmHg para el grupo de pacientes preeclampticas, esta Ultima
cifra cabe dentro de los criterios de hipertensiéon. Con base en lo anterior, las cifras
tensionales presentadas por el grupo de preeclampticas caen dentro de los rangos

de la clasificacion de hipertension durante el embarazo.

1.2. Proteinuriay edema

Para completar el diagnostico de preeclampsia se determiné la proteinuria
en las pacientes preeclampticas y las cifras promedio fueron de 332.5 mg/dl. No
se determind la presencia de proteinuria en las pacientes normotensas. Sin
embargo, la presencia de albumina en orina de las pacientes preeclampticas

apoya el diagnostico. En cuanto al edema, consideramos que a pesar de ser un
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criterio para el diagnéstico de preeclampsia no es un dato determinante, como lo
son la hipertension y la proteinuria. De hecho, la mayoria de las pacientes
embarazadas presentan algin grado de edema. Sin embargo, el edema fue un

dato comun en las pacientes preeclampticas.
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Figura 1. Cifras de tension arterial (mmHg) sistélica (panel A) y diastélica (panel B) de pacientes
con embarazo normal (barra clara) y de pacientes con preeclampsia (barra obscura). Cada barra
representa el promedio + el error estandar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes

preeclampticas (*p<0.001 vs. nhormotensas).

1.3. Semanas de gestacion

La duracion del embarazo se mide en semanas de gestacion y se considera
a partir de la fecha de la ultima menstruacion; sin embargo, es de utilidad la
correlacion entre el dato anterior con la altura del fondo uterino y la edad
gestacional estimada por ultrasonido. Los resultados obtenidos mostraron una

diferencia de 4 semanas entre ambos grupos (normotensas 39 semanas Vs.
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preeclampticas 35 semanas); es decir, el embarazo duré 4 semanas menos en el

grupo de preeclampticas (p<0.001; fig. 2).
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Figura 2. Semanas de gestacion (SDG) de las pacientes con embarazo normal y de pacientes con
preeclampsia. Cada barra representa el promedio + el error estandar de 15 pacientes normotensas
y 7 pacientes preeclampticas (*p<0.001 vs. normotensas).

1.4. Peso y talla de los recién nacidos

Durante la preeclampsia hay una restriccibn del crecimiento intrauterino
debido a la isquemia/hipoxia placentarias e intrauterinas. Ademas, tomando en
cuenta que la duracion del embarazo es menor en la preeclampsia se espera un
producto mas pequefio de acuerdo a la edad gestacional. Los resultados
evidenciaron que los hijos de las pacientes preeclampticas pesaron alrededor de 1

kg menos que los hijos de madres normotensas (p<0.01; fig. 3). Al realizar el
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andlisis por género observamos que se mantienen estas diferencias (no se

muestran estos resultados).
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Figura 3. Peso de los recién nacidos (g) de las pacientes con embarazo normal y de pacientes con
preeclampsia. Cada barra representa el promedio + el error estandar de 15 hijos de madres
normotensas y 7 hijos de madres preeclampticas (*p<0.001 vs. normotensas).

Otro parametro antropométrico de los recién nacidos es la talla, el cual se
relaciona directamente con el peso y, debido a la restriccion del peso intrauterino
se espera una talla menor en los hijos de madres preeclampticas. Nuestros
resultados mostraron una disminucion significativa (p<0.001) en la talla de los hijos

de las pacientes preeclampticas (fig. 4). Al realizar el analisis por género
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observamos que se mantienen estas diferencias (no0 se muestran estos

resultados).
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Figura 4. Talla de los recién nacidos (cm) de las pacientes con embarazo normal y de pacientes
con preeclampsia. Cada barra representa el promedio + el error estandar de 15 hijos de madres
normotensas y 7 hijos de madres preeclampticas (*p<0.001 vs. normotensas).

2. DETERMINACIONES MOLECULARES
2.1. Niveles de las enzimas NOS3, COX-1y COX-2 en vasos placentarios

Para determinar los niveles enzimaticos de la sintasa endotelial de oxido
nitrico (NOS3) y de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) en vasos placentarios de
pacientes con embarazo normal y con preeclampsia, se realizé una electroforesis
(SDS-PAGE) seguida de una transferencia e inmunodeteccion, empleando
anticuerpos especificos contra las enzimas antes mencionadas y una reaccion
guimioluminiscente. Los pesos de las bandas obtenidas fueron de 130 kDa para la

NOS3, de 30 kDa para la COX-1 y de 70 kDa para la COX-2, aproximadamente.
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En todos los casos, los datos fueron normalizados con la expresion de una
proteina control (a-actina con peso molecular de 43 kDa).

Los resultados mostraron que la sintasa de Oxido nitrico endotelial se
detect6 tanto en vasos placentarios de mujeres normotensas como en vasos de
mujeres preeclampticas; sin embargo, los niveles de esta enzima fueron
significativamente mayores (p<0.01) en los vasos provenientes de mujeres con

preeclampsia (figura 5).
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Figura 5. Niveles proteicos de la sintasa de éxido nitrico endotelial (NOS3) en vasos placentarios
provenientes de pacientes con embarazo normal y de pacientes con preeclampsia.. Los datos
fueron normalizados con la expresion de una proteina control (a-actina). Las barras representan el
promedio + el error estandar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son
expresados en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas
correspondientes a un experimento tipico. *p<0.01 vs. normotensas.

Por otro lado, la COX-1 se detectd tanto en vasos placentarios de mujeres

normotensas y de mujeres con preeclampsia; sin embargo, los niveles proteicos
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no mostraron diferencias entre ambos grupos (fig. 6). La COX-2 también se
detectd en vasos placentarios de mujeres de ambos grupos; sin embargo, los
niveles de esta enzima fueron significativamente menores (p<0.01) en los vasos

provenientes de mujeres con preeclampsia (fig. 7).
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Figura 6. Niveles proteicos de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) en vasos placentarios provenientes de
pacientes con embarazo normal y de pacientes con preeclampsia.. Los datos fueron normalizados
con la expresién de una proteina control (a-actina). Las barras representan el promedio * el error
estandar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son expresados en
unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un
experimento tipico. *p<0.01 vs. normotensas.
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Figura 7. Niveles proteicos de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) en vasos placentarios provenientes de
pacientes con embarazo normal y de pacientes con preeclampsia.. Los datos fueron normalizados
con la expresion de una proteina control (a-actina). Las barras representan el promedio + el error
estandar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son expresados en
unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas correspondientes a un
experimento tipico. *p<0.01 vs. normotensas.

2.2. Niveles de los receptores a la angiotensina Il (AT, y ATy) y a la

bradicinina (B; y B,) en vasos placentarios

2.2.1. Niveles proteicos de los receptores a la angiotensina Il (AT, y AT»)

La determinacion de los niveles proteicos de los receptores de angiotensina
Il (AT1 y AT,) en vasos placentarios de pacientes con embarazo normal y con
preeclampsia se realizd, igualmente, por electroforesis (SDS-PAGE), transferencia

e inmunodeteccidén y se emplearon, asimismo, anticuerpos especificos contra los
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receptores AT, (peso molecular de 70kDa) y AT, (peso molecular de 50kDa) de la
angiotensina y se realizO una reaccion quimioluminiscente. Los pesos de las
bandas obtenidas coincidieron con los datos conocidos. Los resultados mostraron
que los receptores de angiotensina Il, AT, y AT, se detectaron también tanto en
vasos placentarios de mujeres normotensas como en vasos de mujeres
preeclampticas; sin embargo, los niveles de ambos receptores tendieron a
disminuir en las mujeres preecldmpticas, aunque dicha disminucién fue
estadisticamente significativa sélo para los receptores AT, (p<0.05), no asi para

los receptores AT1 (figura 10).
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Figura 10. Niveles proteicos de los receptores AT, (panel A) y AT, (panel B) de angiotensina Il en
vasos placentarios provenientes de pacientes con embarazo normal y de pacientes con
preeclampsia. Los datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control (a-actina).
Las barras representan el promedio + el error estandar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes
preeclampticas y son expresados en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran
bandas correspondientes a un experimento tipico.
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2.2.2. Niveles proteicos de los receptores a Bradicinina (B; y B»).

La determinacion de los niveles proteicos de los receptores de bradicinina
(B1 y B2) en vasos placentarios de pacientes con embarazo normal y con
preeclampsia se realiz0, igualmente, de la manera ya descrita para los otros
receptores y enzimas, empleandose los anticuerpos especificos contra los
receptores B; (peso molecular de 34kDa) y B, (peso molecular de 70kDa) de la
bradicinina y se obtuvieron los siguientes resultados: los pesos de las bandas
obtenidas fueron de 34 kDa para los receptores B; y de 70 kDa para los
receptores B,, aproximadamente.

Los resultados mostraron que los receptores de bradicinina B; y B, se
detectaron tanto en los vasos placentarios de mujeres normotensas como en los
de mujeres preeclampticas; sin embargo, hubo tendencia a la disminucién en los
niveles del receptor B; en las mujeres preeclampticas, sin ser estadisticamente
significativa (Figura 11-A); por otra parte, se observé un franco aumento en los
niveles de los receptores B, (p<0.05) en los vasos coridnicos de las pacientes

preeclampticas, el cual resulté de trascendencia estadistica (figura 11-B).
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Figura 11. Niveles proteicos de los receptores B; y B, de la bradicinina en vasos placentarios
provenientes de pacientes con embarazo normal y de pacientes con preeclampsia. Los datos
fueron normalizados con la expresion de una proteina control (a-actina). Las barras representan el
promedio + el error estdndar de 15 pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son
expresados en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte superior se muestran bandas
correspondientes a un experimento tipico.



VIIl. DISCUSION

En nuestro estudio, los datos clinicos que encontramos en las pacientes
que cursaron con preeclampsia (cifras tensionales elevadas, proteinuria y
alteraciones en las pruebas clinicas maternas; peso y talla baja en los recién
nacidos) confirman y apoyan, el diagnostico de preeclampsia. En cuanto a los
resultados moleculares, que fueron objetivo de la investigacion, nuestros
principales hallazgos fueron los siguientes:
1. El receptor AT, de la angiotensina Il lo encontramos disminuido.
2. El receptor de bradicinina B; tendi6é a disminuir, mientras que el receptor B,
aumenté de manera estadisticamente significativa en la preeclamsia.
3. En cuanto a los niveles de las enzimas ciclooxigenasas, la COX-1 no se
observaron modificaciones en su expresion, mientras que la COX-2
disminuyd de manera considerablemente significativa.
Los niveles de la sintasa endotelial del 6xido nitrico (NOS3) se encontraron

elevados en los vasos placentarios de las pacientes preeclampticas.

A la vista de nuestros resultados, podemos evidenciar la clara disfuncion
endotelial presente en la preeclampsia.

Los receptores para angiotensina Il presentaron una tendencia a disminuir,
especialmente el receptor AT,, un receptor que, como se sabe, media la
vasodilatacion y durante el embarazo normal se esperaria que estuviese

aumentado, mientras que en la preeclampsia se encontraria disminuido, pudiendo
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establecer uno de los mecanismos compensatorios fallidos que dan lugar a las
manifestaciones maternas de la preeclampsia, presentes cerca del término del
embarazo y constituyen la segunda etapa de la preeclampsia®’. Se desconocen
los mecanismos precisos que pudieran dar lugar a la disminucion de este receptor
en la preeclampsia; sin embargo, se ha reportado la presencia de autoanticuerpos
agonisticos de ambos receptores de angiotensina 1%, cuya interaccién con los
mismos, pueden dar lugar a una respuesta sinérgica propia de cada uno de los
receptores con los que se unen, es decir, a vasoconstriccion con el AT; 0 a
vasodilataciéon con el AT,. De igual manera, la unién de los autoanticuerpos puede
dar lugar a una respuesta antagonica por el simple hecho de ocupar el receptor,
quizas, dependiendo del grado de afinidad con el mismo o del dafio que pudiera
haber en la estructura del receptor a causa de las lesiones producidas en los
vasos durante la preeclampsia.

En nuestro estudio, encontramos al receptor AT; en los vasos coriénicos de
las mujeres preeclampticas, con una tendencia a disminuir; dicho receptor media
la vasoconstriccién y pudiera esperarse que estuviese aumentado, considerando
que seria un factor importante responsable de la vasoconstriccion y del aumento
en las resistencias periféricas. Tal situacion supuesta coincidiria con los resultados
observados por Leung y colaboradores®, que reportan una sobreexpresion de
dichos receptores en la placenta durante la preeclampsia. Las diferencias entre los
resultados del presente trabajo y los del reporte de Leung pueden deberse a que

ellos midieron el receptor a nivel del RNAmM y en nuestro estudio medimos la
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expresion de la proteina. Lo anterior nos sugiere que la presencia del receptor
puede estarse regulando a nivel traduccional. Por lo anterior, creemos que en la
preeclampsia hay una desorganizacion de las respuestas compensadoras y, por lo
tanto una disfuncién endotelial y, como consecuencia, no se produce una
respuesta oportuna a los cambios placentarios que dan lugar a la hipoperfusién
tisular intrauterina y a las propias respuestas de mediadores locales que pudieran
determinar la liberacién de neurotransmisores y moduladores que establezcan una
respuesta sistémica materna y fetal.

La aparente disminucion del receptor AT;, cuya interaccion con la
angiotensina Il produce vasoconstriccion, la explicamos como un intento no
exitoso del organismo materno de aumentar la perfusion Utero-placentaria, con un
mecanismo autorregulatorio; ya que, se reporta ademas, que puede haber un
aumento en los niveles de angiotensina Il durante la preeclampsia y si sus
receptores se encuentran disponibles para unirse a ella, esto aumentaria la
severidad de la enfermedad. Asi que, la disminucion de estos importantes
receptores de esta potente substancia vasoconstrictora podria o seria un factor
que favorece el mantenimiento de la perfusion placentaria y fetal dentro de los
limites adecuados para suplir los requerimientos nutricionales fetales. Esta
disminucion del receptor AT: pudiese deberse también a un fendmeno
inmunoldgico por la formacion de autoanticuerpos, con los mismos fines de

autorregulacion®®.



Asimismo, se menciona en la literatura que la disminucion de los receptores
AT, en los vasos placentarios de mujeres preeclampticas se ha visto asociada a la
restriccion del crecimiento intrauterino fetal®. Otros autores encontraron que,
luego de la union de la angiotensina Il a sus receptores, se inicia su internalizacion
y secuestro, reciclaindose a la membrana plasmatica solo cerca del 25%,
sugiriéndose que la degradacion del receptor internalizado es el principal
mecanismo por el cual la Ang Il regula a sus propios receptores*'. Quizas haya
una mayor degradacién de los receptores de Ang Il en la preeclampsia® y esto
contribuya también a la mayor disminucién observada en nuestros experimentos.
También podriamos arguir que las modificaciones observadas en la preeclampsia
pueden deberse a factores tan diversos como genotipo, raza, cuestiones
ambientales, nutricionales, etapa del embarazo, etc. y que se requeriria mayor
investigacion sobre todas estas variables para tratar de dilucidar los mecanismos
involucrados en la etiologia de un problema de salud tan complejo como la
preeclampsia.

La tendencia a disminuir de la COX-1 y la disminucion significativa de la
COX-2 en la preeclampsia, puede tener implicaciones directas encaminadas a la
disfuncién endotelial y a la pérdida de la homeostasis, debido a que estas enzimas
catalizan la sintesis de prostaglandinas, familia de autacoides vasodilatadores
(p.€j., PGIy) y vasoconstrictores (p.ej., TXA,). Simplemente, confirmamos que,

probablemente, la disminucion en la COX-2 puede estar asociada con una

disminucién en la sintesis de prostaciclina (PGl,) y de esta manera, contribuir a la
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disfuncién endotelial y este fendmeno puede ser otro intento organico fallido para
disminuir el tono muscular de las arterias coridnicas y mejorar la perfusion tisular
intrauterina y fetal. Asimismo, puede ocurrir también un aumento en la produccién
de tromboxano A,, lo cual crénicamente seria un factor contribuyente a la
presentacion de la coagulacion intravascular diseminada, que se ha reportado
como una complicacién de la preeclampsia®.

Es conocido el papel primordial de las prostaglandinas, junto con otros
moduladores endoteliales, en el mecanismo de la inflamacion y la importancia que
tienen como agentes relajantes del masculo liso endotelial y, por lo tanto como
vasodilatadores, favoreciendo en este caso la perfusion tisular y eliminando la
isquemia. De alli que, la disminucion crénica de su sintesis pueda ser responsable
de cambios sustanciales que den lugar a patologia que nos ocupa. Creemos que
el papel que juega la prostaciclina en el embarazo normal para mantener el tono
del musculo liso vascular en los vasos placentarios y el didmetro apropiado en la
luz arteriolar provee al feto de la irrigacién sanguinea suficiente y adecuada para
llevar los nutrientes, las hormonas, el oxigeno y todos los elementos que éste
requiere. El hecho de que esté reducido el nivel de las ciclooxigenasas sugiere,
indirectamente, y de manera muy probable que la prostaciclina esta disminuida en
la preeclampsia y es uno de los factores que contribuye a agravar esta condicion
63.

Paradojicamente con las ciclooxigenasas, la sintetasa endotelial de 6xido

nitrico (NOS3) y el receptor de bradicinina B,, que forman parte de la via del NO,
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los encontramos aumentados. Se acepta que, a nivel de los vasos placentarios se
encuentra la génesis de la preeclampsia debido a la deficiente remodelacion-
destruccion de las arterias espirales uterinas por la escasa y superficial invasion
trofoblastica, preservando éstas su estructura original y dando Ilugar a
hipoperfusion utero-placentaria e isquemia tisular. La isquemia en tejidos fetales
ocasiona, a su vez, restriccibn en el crecimiento intrauterino y aumenta la
produccién y la sintesis de moduladores endoteliales vasodilatadores que tratan
de compensar esa deficiencia en la irrigacion. Tales moduladores serian, pues,
entre otros, el 6xido nitrico y la prostaciclina. °>*

Como elementos adicionales y absolutamente reconocidos como
neuromoduladores del tono simpético, tenemos a los receptores adrenérgicos? y
al sistema nervioso simpatico, los cuales también juegan, probablemente, un papel
importante en la hipoperfusion Utero-placentaria y en las manifestaciones
maternas de la enfermedad observadas en la preeclampsia; Todos estos hechos
nos sugieren una multiples y dinAmicos mecanismos de adaptacion por parte del
organismo o, quizas, una mayor internalizacion y degradacion o glicolizacion de
receptores y la disminucién en el reciclaje hacia la membrana plasmatica por
mecanismos no bien conocidos.

Como colofon, podriamos decir que, en la preeclampsia, conocida como la
enfermedad de las teorias, tenemos un largo camino por recorrer para entender
totalmente su etiologia y su fisiopatogenia (campo que nos ocupa) y que, con

nuestros resultados, mostramos que el organismo se adapta de manera muy
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dinamica, tratando de revertir los mecanismos patogénicos con respuestas
compensadoras complejas y controversiales, diferentes y hasta antagdnicas en
diferentes poblaciones, quizas debidas a las propias circunstancias individuales y

colectivas, asi como a factores ambientales que habria que determinar®’ #3490,



IX. CONCLUSIONES

1. Podemos concluir que, la preeclampsia modifica la expresion de enzimas
responsables de la produccion de agentes vasodilatadores, como la
prostaciclina (PGl;) y el Oxido nitrico y vasoconstrictores como el
tromboxano (TXA;). Estas modificaciones pueden contribuir a la
fisiopatogenia de la preeclampsia.

2. Existen cambios en los niveles de los receptores de Ang Il (AT1 y AT») en
vasos corionicos placentarios, tanto en pacientes normotensas como en
preeclampticas que pueden favorecer la vasopresidon manifiesta en la
preeclampsia.

3. Las modificaciones en los niveles de la NOS3 y de los receptores a la
bradicinina B, nos sugiere que hay una hiperactividad de la via del 6xido

nitrico que puede ser compensatoria al aumento en la tensién arterial.



X. PERSPECTIVAS

1. Para tener la certeza de que, al modificarse la expresion de las
ciclooxigenasas, disminuye la sintesis de prostanoides (tromboxano A, y
prostaciclina), tendriamos que determinar directamente los niveles de
ambos (o de sus metabolitos) en el plasma.

2. Determinar los niveles del NO in situ, por medios electroquimicos, o de sus
metabolitos (nitratos y nitritos), por el método de Griess.

3. Medir la angiotensina Il, la bradicinina, catecolaminas y hormonas sexuales
(estrégenos y progesterona), por medio de ensayos de ELISA.

4. Medir los niveles de otros moduladores endoteliales, como la endotelina.

5. Asimismo, se tendria que seguir investigando para medir ahora
directamente en el plasma (materno, placentario, umbilical o del recién
nacido) los niveles de todos estos moduladores y asi encontrar la
correlacibn que existe o0 pudiese existir entre lo que observamos
molecularmente en las enzimas y los receptores y la observacion directa en

los niveles de los propios moduladores.
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IX. ANEXOS



9.1. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud.

Titulo Segundo De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos,
Capitulo 1, en los siguientes articulos dice lo siguiente:

ARTICULO 20: Se entiende por consentimiento informado el acuerdo por escrito,
mediante el cual el sujeto de investigacion o, en su caso, su representante legal
autoriza su participacion en la investigacion, con pleno conocimiento de la
naturaleza de los procedimientos y riesgos a los que se sometera, con la
capacidad de libre eleccidn y sin coaccion alguna.

ARTICULO 21: Para que el consentimiento informado se considere existente, el
sujeto de investigacion o, en su caso, el representante legal debera recibir una
explicacion clara y completa, de tal forma que pueda comprenderla, por lo menos,
sobre los siguientes aspectos:
I.- La justificacion y los objetivos de la investigacion;
Il.- Los procedimientos que vayan a usarse y su propoésito, incluyendo la
identificacion de los procedimientos que son experimentales;
[ll. Las molestias o los riesgos esperados;
IV.- Los beneficios que puedan obtenerse;
V.- Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el
sujeto;
VI.- La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a
cualguier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros
asuntos relacionados con la investigacion y el tratamiento del sujeto;
VII.- La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ellos se creen prejuicios para continuar su
cuidado y tratamiento;
VIII.- La seguridad de que no se identificard al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacion relacionada con su privacidad;
IX.- El compromiso de proporcionarle informacion actualizada obtenida
durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar la voluntad del sujeto para
continuar participando;
X.- La disponibilidad de tratamiento médico y la indemnizacibn a que
legalmente tendria derecho por parte de la institucion de atencién a la salud,
en el caso de daflos que la ameriten, directamente causados por la
investigacion, y
Xl.- Que si existen gastos adicionales, éstos seran absorbidos por el
presupuesto de la investigacion.
ARTICULO 22.- El consentimiento informado debera formularse por escrito y
debera reunir los siguientes requisitos:
I. Sera elaborado por el investigador principal, indicando la informacién
sefalada en el articulo anterior y de acuerdo a la norma técnica que
emita la Secretaria,



Il. Sera revisado y, en su caso, aprobado por la Comision de Etica de la
institucion de atencion a la salud;

[ll. Indicara los nombres y direcciones de dos testigos y la relacion que éstos
tengan con el sujeto de investigacion;

IV.Debera ser firmado por dos testigos y por el sujeto de investigacion o su
representante legal, en su caso. Si el sujeto de investigacion no supiere
firmar, imprimiréa su huella digital y a su nombre firmara otra persona que
él designe, y

V. Se extendera por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacion o de su representante legal.

ARTICULO 23.- En caso de investigaciones con riesgo minimo, la Comision
de Etica, por razones justificadas, podra autorizar que el consentimiento
informado se obtenga sin formulario por escrito y, tratandose de
investigaciones sin riesgo, podra dispensar al investigador la obtencion del
consentimiento informado.

CAPITULO IV. De la investigacion en Mujeres en Edad Fértil, Embarazadas,
durante el Trabajo de Parto, Puerperio, Lactancia y Recién Nacidos; de la
utilizacion de Embriones, Obitos y Fetos y de la Fertilizacion Asistida.
ARTICULO 45.- Las investigaciones sin beneficio terapéutico en mujeres
embarazadas, cuyo objetivo sea obtener conocimientos generalizables sobre el
embarazo, no deberan presentar un mayor riesgo al minimo para la mujer, el
embrion o el feto.

ARTICULO 46.- Las investigaciones en mujeres embarazadas que impliquen una
intervencidon o procedimiento experimental no relacionado al embarazo, pero con
beneficio terapéutico para la mujer, como seria en casos de toxemia gravidica,
diabetes, hipertension y neoplasias, entre otros, no deberan exponer al embrién o
al feto a un riesgo mayor al minimo, excepto cuando el empleo de la intervencién o
procedimiento se justifique para salvar la vida de la muijer.

ARTICULO 47.- Las investigaciones en mujeres embarazadas, con beneficio
terapéutico relacionado con el embarazo, se permitirdn cuando:

I. Tengan por objeto mejorar la salud de la embarazada con un riesgo minimo
para el embrién o feto, o

Il. Estén encaminadas a incrementar la viabilidad del feto, con un riesgo
minimo para la embarazada.

ARTICULO 50.-Las investigaciones en mujeres durante el puerperio se permitiran
cuando no interfieran con salud de la madre y del recién nacido.

ARTICULO 55.- Las investigaciones con embriones, 6bitos, fetos, nacimientos
muertos, materia fetal macerada, células, tejidos y O6rganos extraidos de éstos,
seran realizadas de acuerdo a lo dispuesto en el Titulo Décimo Cuarto de la Ley y
en este Reglamento.

CAPITULO VI De la Investigacion en Organos, Tejidos y sus Derivados,
Productos y Cadaveres de Seres Humanos,
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ARTICULO 59 que, a la letra, dice: “La investigacion a que se refiere este Capitulo
comprende la que incluye la utilizacion de o6rganos, tejidos y sus derivados,
productos y cadaveres de seres humanos, asi como el conjunto de actividades
relativas a su obtencion, conservacion, utilizacion, preparacion, suministro y
destino final’.

ARTICULO 60 dice: “Esta investigacion deberé observar, ademas del debido
respeto al cadaver humano, las disposiciones aplicables estipuladas en el
presente ordenamiento y lo establecido en el Titulo Décimo Cuarto de la Ley y su
Reglamento en Materia de Control Sanitario de la Disposicion de Organos, Tejidos
y Cadaveres de Seres Humanos”.



9.2. Etica del estudio

La pacientes seleccionadas para el estudio seran informadas del
procedimiento que llevara a cabo, mediante el documento de consentimiento
informado, resaltando que dicho estudio no implica algun riesgo para la paciente ni
para el recién nacido, ya que los procedimientos del mismo se realizaron en el
tejido arterial de la placenta y se obtuvieron los datos clinicos de manera indirecta,
a través del expediente clinico y algunos de ellos, cuando fue posible,

directamente de la paciente.

FECHA:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO, , en pleno uso de
mis facultades mentales, doy mi autorizacién total e informada para participar en el estudio
denominado “Evaluacidon molecular de diversos agentes vasoactivos en arterias placentarias de
mujeres preeclampticas michoacanas”, bajo la responsabilidad de los doctores Victor Manuel
Farias Rodriguez, Daniel Godinez Hernandez y Obdulia Ruiz Gonzélez.
He recibido, ademas, informacion relativa a la finalidad del estudio.

Por lo anterior, doy mi consentimiento para la utilizacion de mi placenta con fines de investigacion,
sabiendo que no corro ningUn riesgo al participar en este estudio.

Nombre y firma de la paciente

Nombre y firma de testigo

Nombre y firma de testigo

Lugar y fecha.



FICHA CLINICA

FECHA:
DATOS GENERALES DE LA PACIENTE

NOMBRE DE LA PACIENTE:
NUM. DE EXPEDIENTE:

EDAD GESTA:

PARA: ABORTOS:

CESAREAS: FUM:

TA: FC:

FR:

PESO: TEMPERATURA: -------mmmmmmeeeee
PROTEINURIA PESO DE LA PLACENTA---------
PATOLOGIAS:

USO DE MEDICAMENTOS:

NOTA POSTPARTUM:
SEXO DEL PRODUCTO TALLA: APGAR:

PC PT PA TEMP




SOLUCIONES

9.3. Preparacion de soluciones para Western Blot

1. Solucion stock de Acrilamida

La acrilamida es una neurotoxina. Siempre se deben usar guantes para su manejo
y cubrebocas o mascara cuando se pesa el polvo. No se debe nunca pipetear la
solucion con la boca. Se debe almacenar a 4°C lejos de la luz.

2. Tris-Cl 1.5M, pH 8.8
Tris 1.5M 36.3 ¢
HCL 4 N apH 8.8
H,O desionizada a 200ml

3. Tris-Cl 0.5 M, pH 6.8
Stock de gel bufffer 4X, 50 mli
Tris 0.5M 3.0g
HCI 4N apH6.8
H,O desionizada a 50 ml

4. Solucion SDS al 10%

(50 ml)
Sodio dodecil sulfato 0.35M 5.09g
H>O desionizada a 50ml

5. Persulfato de amonio (APS) al 10%
044 mM 50¢9
H,O desionizada a 1 ml

El APS fresco cruje cuando se agrega el agua, si ésto no ocurre hay que
reemplazar el stock por otro fresco. Se prepara inmediatamente antes de su uso.

6. Buffer de carga 2X
(0.5 M Tris-ClI, 4% SDS, 20% glicerol, 29% 2-mercaptoetanol, pH 6.8, 10

ml)

Tris-CI  0.5M, pH 6.8 0.125 M 2.5 ml
SDS al 10% 0.35 M 0.14 M 4.0 ml
Glicerol 20% viv 2.0 ml
2-mercaptoetanol 2% viv 0.2 ml
Ditiotreitol 0.2 mM 0.31¢g
Bromofenol azul 0.03mM 0.2 mg
H,O desionizada 10.0 mi
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Se dividen en alicuotas de 1.0 ml y se refrigeran a -40°C_-80°C

Solucion de Krebs-Henseleit (mM):

NaCl----m-=nmemmemmmemecmeeceoeeae 118
KCl-mmmmmmmm oo e 4.7
Y O 1.2
MgSO4, THy0O-—-- e 1.2
CaCly.2H,0-----===m=mmmmmmmmm e 2.5
NaHCO3z------===nmmmmmmmmmmo e 25
Dextrosa---------=========-memeeeum- 11.7
EDTA-----mmmemmee e oo 0.026

(Ibarra et al, 2000).

Soluciones de lisis
PREPARAR SOLUCION PARA AISLAMIENTO DE PROTEINAS DEL TEJIDO.

Estabilizador de pH
-Tris HCI 500ml pH 7.4 -1 ml- 0.01M

Estabilizador de la fuerza iénica.
-NaCl 5M

Inhibidor de proteasas.
-Minicomplet (STOCK 10X) - 100 microL
ROCHE

Preparacion 1 pastilla en 1ml de agua M.Q.

Detergentes para lisar las membranas.
-TRITON (Neutro) X100

-SDS Detergente ionico 10%

-Dodecil sulfato de sodio

0.5M tris-Cl, pH 6.8 0.125M 2.5 ml
10% SDS, 0.35M 0.14M 4.0 mi
Glycerol (P.M. 92.09) 20% viv 2.0 ml

2-mercaptoetanol



WESTERN BLOT

SEPARADOR 10% 8% 15% 12.5%
SDS

1GEL 2 GELES 4 GELES | 1 GEL 1GEL 1 GEL
Agua 3.012ml |6.025 ml 12.05ml | 3.51 ml 1.76 ml | 2.4 ml
destilada
Tris pH 8.8 1.875ml | 3.75 ml 7.5 ml 1.9 ml 19ml | 1.9ml
SDS 10% 150 ml 300 ml 0.6 ml 150 ml 150 ml | 150 mi
Acrilamida 2.5ml 5ml 10 mi 2mi 3.75ml | 3.13 ml
BIS 30:0.8
PSA 10% 75 ml 150 ml 300 ml 75 ml 75 ml 75 ml
TEMED 7.5ml 15 ml 30 ml 7.5 ml 7.5ml 7.5 ml
CONCENTRADOR

1 GEL 2 GELES 4 GELES
Agua destilada 2.5 ml 4.3 ml 8.55 ml
Tris pH 6.8 950 ml 1.9 ml 3.75 ml
SDS 10% 37.5 ml 75 ml 150 ml
Acrilamida BIS 612.5 ml 1.25 ml 2.5ml
30:0.8
PSA 10% 37.5ml 75 ml 150 ml
TEMED 3.75 ml 7.5 ml 15 ml
LOWRY
Solucion A: Para 1 litro
Concentracioén Cantidad

Na2CO3 2% 20 g
NaOH 0.4% 49
Na tartrato de K 6 Na 0.2% 29

Refrigerar

Nota. - Disolver por separado

Solucién B:

CuSO4

0.5%

0.5 g /100 ml
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Solucioén C:

50 ml de solucion A + 1 ml de solucién B (15ml: 14.7de A+ 300 mlde B) (
para 10 ml de sol. Concentrada. 10 ml de sol a + 200 ml de sol. B)

Solucion D: Folin (1:2) 50% folin / 50% agua desionizada

Nota.- Preparar solo el volumen necesario.

SOLUCION PATRON DE BSA: 0.5 mg / ml.

TUBO | mlde BSA (0.5 mg Agua ml Solucién C Folin (1:2)
/ml)

1 0 200 1 mi 0.1 ml

2 25ml (12.5mg) 175 1mi 0.1 ml

3 50 ml (25 mg) 150 1mi 0.1 ml

4 100 ml (50 mg) 100 1mi 0.1 ml

5 150 ml (75 mg) 50 1mi 0.1 ml

6 200 ml (100 mg) 0 1mi 0.1ml
Agitar y Agitar y
reposar 10 reposar 30
min min

10 ml problema + 190 ml H20 desionizada

LEER A 750 nm

MODIFICACION DEL METODO DE LOWRY

CON REACTIVO DE BIO-RAD

Preparar una curva patrén de albumina 500ug/mi

Solucion patrén de BSA

ul de BSA* H20*

1 0 50

2 6.25 43.75

3 12.5 37.5

4 25 25

5 37.5 12.5

6 50 0




Mas 250 pl de A" y 2000 pl de B

*Se puede preparar todo por mitad para economizar los reactivos
PREPARAR A":

Para 20 pl de solucion S, agregar 1 ml de solucion A

Curva patron de BSA
0.25

y = 0.0019x + 0.0148
0.2 -

/ R® = 0.9974
0.1

0.05
rd

0 20 40 60 80 100 120

a- actina, proteina del citoesqueleto, control interno. No hubo diferencias
significativas entre los dos grupos.
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Adaptado de: Hattaglin v Lubchenco.

De acuerdo a la norma oficial mexicana, la gestacion puede clasificarse
como de pretérmino (< de 37 semanas de gestacion), de término (de 37 a 42
SDG) y de postérmino (> de 42 SDG).

También puede hablarse de un producto de la concepcidén con un peso
apropiado o adecuado para la edad gestacional, cuando su crecimiento y
desarrollo, expresado en gramos, se encuentran entre los percentiles 10 y 90;
producto grande para la edad gestacional, mayor del percentil 90 y pequefio para
la edad gestacional, con un peso menor del percentil 10.

En nuestro estudio, encontramos el peso de los recién nacidos de pacientes
preeclampticas de nuestra muestra adecuado para la edad gestacional, en la
mayoria de los casos; solamente un 14% (un solo caso) presentaba peso bajo
para la edad gestacional, lo cual es similar a lo que reporta la literatura, ya que se
menciona que la mayoria de los hijos de preeclampticas tienen peso acorde con
su edad gestacional. Otros autores, mencionan que sélo una tercera parte de los
recién nacidos de este grupo presentan peso inferior al correspondiente para su
edad gestacional.
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